遗传性溶血性贫血的病因复杂多样，不同溶血病因的贫血患者常具有相同或相似的临床症状。溶血指征（红细胞寿命缩短、破坏增多、代偿增生）可以方便地判断是否存在溶血，但是溶血病因的判断需要针对不同病因的特殊试验逐步排查。然而，试验的敏感性常受到输血、高网织红细胞计数、多重遗传缺陷等因素干扰，加之试验本身的局限性，易影响溶血病因的诊断从而造成漏诊或误诊，进而影响治疗选择。本文旨在探讨遗传性溶血疾病系统分析策略在溶血病因诊断及鉴别诊断中的作用。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

以2012年1月至2015年2月1 506例疑诊溶血性贫血患者为研究对象，其中男799例，女707例，中位年龄22岁（4 d\~86岁）。本研究获得我院伦理委员会批准。

二、溶血病因系统分析方法

根据临床表型、溶血指征、溶血场所、溶血初筛试验和血常规参数提示，选择针对遗传性溶血病因的专项检查，同时排查后天获得性、继发性等非遗传性溶血病因，排查非溶血性黄疸、贫血、脾大病因，对疑难病例同期进行三大遗传溶血病因（血红蛋白病、红细胞膜病和红细胞酶病）检查，并行家系调查，仍不能确诊者进行基因检测；综合上述试验结果并结合患者病史资料，参照文献[@b1]--[@b2]标准确诊溶血病因。

1．溶血初筛试验：以溶血指征、铁代谢指标、肝功能指标、免疫学指标及影像学检查等手段鉴别溶血性和非溶血性贫血。根据病史、家族史、溶血场所、临床表现等排查后天性或继发性溶血因素，如免疫性、病毒性、药物性、外源寄生物、营养性及生物物理等诱因。常用溶血筛查试验为抗人球蛋白试验、酸化血清溶血试验、蔗糖溶血试验、流式细胞术检测外周血CD55/CD59等。上述结果及红细胞形态和血常规指标可作为下一步针对病因分类的诊断提示。

2．血红蛋白病检查：地中海贫血（Th，地贫）和其他血红蛋白病诊断方法参照文献[@b3]，以高压液相层析、血红蛋白光谱分析、热变性试验、异丙醇试验、乙酰苯肼试验、高渗结晶试验、镰变试验、Hb F试验、血红蛋白电泳（pH8.6、pH6.5）、红细胞包涵体检查等方法进行分析。

3．红细胞膜病检查：参照文献[@b4]--[@b5]方法进行检测，包括红细胞形态学检查（活体细胞相差显微镜镜检、干燥血涂片瑞氏-吉姆萨染色镜检）、红细胞膜渗透脆性检查（盐水渗透脆性试验、酸化甘油溶血试验、高渗冷溶血试验）、红细胞膜蛋白定性定量分析\[SDS-PAGE、伊红-马来酰亚胺（EMA）结合法\]。

4．红细胞酶病检查：参照文献[@b6]，采用国际血液学标准委员会（ICSH）推荐方法，通过压积红细胞三重过滤法去除白细胞、血小板，以特异底物速率法测定恒温条件下的红细胞酶的催化活性；以紫外分光光度法测定核苷酸酶代谢产物；以比色法测定还原型谷胱甘肽。

5．其他特殊溶血试验：参照文献[@b6]，采用荧光法排查先天性红细胞生成性卟啉症，酸富集等方法检查寄生虫病，扫描电镜和荧光标记共聚焦等方法辅助检查溶血疑难病例。

6．基因分析：对有诊断提示的疑诊病例，采用高通量单核苷酸多态性分型（SNPscan）和高通量拷贝数检测（CNVPlex）等技术，溶血相关基因富集芯片、二代高通量测序、Singer法反正向测序等方法进行基因分析，由苏州天昊生物医药科技有限公司协助完成测定，具体操作参照文献[@b7]。

7．家系分析：根据患者溶血阳性指标提示，对病因诊断不明者进行家系验证。

三、统计学处理

采用SPSS19.0进行统计学分析，率的组间比较采用χ^2^检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、病例资料

1 506例患者中，513例（34%）为本院首诊，995例（66％）为外院转诊。按婴儿（\<1岁）、幼儿（1\~6岁）、少儿（7\~16岁）、青年（17\~35岁）、中年（36\~55岁）及老年（\>55岁）6个年龄段分组，送检溶血项目的患者年龄分布情况见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。6岁以内患儿占30%；青年组（17\~35岁）比例最高，占36%（542/1 506），其中198例（37%）无贫血（HGB：男120\~160 g/L；女110\~150 g/L）、62例（11%）轻度贫血（HGB：男100\~120 g/L；女100\~110 g/L）。这些患者多因黄疸影响入学、入职、择偶，或因体检发现脾肿大、红细胞平均体积（MCV）低下、连续死胎、孕期贫血等原因而就诊。约三分之一老年组患者主诉在中青年时无贫血或轻度贫血，近期表现为明显黄疸及不同程度贫血而就诊，就诊时11％老年组患者无贫血或仅有黄疸和（或）脾肿大。

![1 506例疑诊溶血性贫血患者年龄分布情况](cjh-37-06-512-g001){#figure1}

二、病因分析

（一）病种分类

在送检排查遗传性溶血病因的1 506例中，归因于三大遗传性溶血病因的患者共1 413例，占93.8%；其他原因溶血12例（0.8%）；非溶血性黄疸、脾大、贫血30例（2.0%）；全部溶血指标阴性30例（2.0%），为婚检孕检排查地贫者；溶血原因未明21例（1.4%），包括近期输血待复查者及无病史资料者。

（二）病因分类

1．三大遗传性溶血病因分布：在归因于三大遗传性溶血病因的1 413例患者中，单一溶血病因患者1 044例（占74%，其中血红蛋白病占17%、红细胞膜病占46%、红细胞酶病占11%），经家系调查确诊同一患者存在两种及以上红细胞缺陷的复合型溶血369例（占26%）。以单一病因统计，血红蛋白病、红细胞膜病和红细胞酶病分别为235例（22%）、656例（63%）和153例（15%）。单一病因溶血与复合型溶血合并统计，血红蛋白病489例（29%）、红细胞膜病948例（57%）、红细胞酶病239例（14%）。上述两种基数统计方式分别以血红蛋白病与非血红蛋白病、膜病与非膜病、酶病与非酶病分组进行卡方检验，*P*值分别为0.33、0.39和0.84。即无论以何种基数统计，本组患者中三大遗传性溶血病因的构成比相近，常见病因依次为红细胞膜病、血红蛋白病和红细胞酶病。

（1）血红蛋白病：涉及血红蛋白病的患者共计489例，其中单纯血红蛋白病235例，血红蛋白病合并其他溶血因素254例。489例血红蛋白病中289例（59%）为βTh，88例（18%）为αTh, 39例（8%）其他血红蛋白病包括不稳定血红蛋白病、镰状细胞综合征、血红蛋白E病、血红蛋白C病、血红蛋白CS病、异常血红蛋白病（除HbH以外的电泳变异型）及遗传性持续性胎儿血红蛋白增高症等。尚有73例（15％）患者虽然血常规及形态学表现符合地贫（排除缺铁性贫血），但血红蛋白电泳及相关定量指标均阴性，需进一步家系和基因分析验证。

（2）红细胞膜病：涉及红细胞膜病的患者共计948例，其中单纯膜病表现656例，胞膜病杂合其他溶血因素292例。红细胞膜病中以遗传性球形红细胞增多症（HS）最为常见，占66％，其他膜病包括遗传性口形红细胞增多症（HSt）、遗传性椭圆形红细胞增多症（HE）、遗传性热异形红细胞增多症（HPP）、红细胞膜脂异常疑诊待排等。

（3）红细胞酶病：涉及红细胞酶病的患者共计239例，其中单纯酶病表现153例（64%），酶病合并其他溶血因素86例（36%）。酶病中70％为丙酮酸激酶（PK）缺乏症，其他为葡萄糖-6-磷酸脱氢酶（G6PD）、磷酸果糖激酶（PFK）、嘧啶5′-核苷酸酶（P5′N）、谷胱甘肽还原酶（GR）、细胞色素b5还原酶（Cb5R）等缺乏症。

2．其他溶血原因：12例其他溶血原因包括阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）、免疫性溶血性贫血（AIHA）、先天性红细胞生成不良性贫血（CDA）、Wilson病、微血管病性溶血、附红细胞体感染、卟啉病等。

3．非溶血性的黄疸、脾大、贫血：共30例患者表现为非溶血性的黄疸、脾大、贫血，包括缺乏铁、叶酸和维生素B~12~的营养性贫血、转铁蛋白缺乏性贫血、体质性黄疸、肝硬化引起的脾大、酒精性肝病黄疸、骨髓增生异常综合征（MDS）等。

（三）复合型溶血病因

通过对亲缘父母和祖辈的家系调查及基因分析，发现369例（25%）患者存在两种或以上红细胞缺陷，经溶血病因系统分析明确为复合型溶血。

1．不同类型病因：最常见血红蛋白病合并红细胞膜病（占复合型溶血50%），如αTh/HS、αTh/HSt、βTh/HS、βTh/HSt、βTh/HE。不同病因的复合溶血还见于血红蛋白病与红细胞酶病、红细胞酶病与红细胞膜病的复合缺陷，如αTh/P5′ ND、aTh/G6PDD、βTh/G6PDD、βTh/PKD、HS/PKD、HS/G6PDD、HS/P5′ ND、HS/Cb5RD、HE/PKD、HSt/PKD等。有2例患儿为三重病因溶血（βTh/HS/HSt），通过家系分析证实亲代一方具有两种遗传缺陷。

2．相同类型病因：见于并存两种血红蛋白病αTh/βTh、βTh/HbE；两种红细胞膜病HS/HSt、HS/HE；两种红细胞酶病PKD/G6PDD、PKD/PFKD、PKD/Cb5RD等。

3．其他复合型溶血、贫血、黄疸：见于合并后天因素、继发因素及其他系统异常，如3例微血管病性溶血中有2例为原有基础病HS和HSt（病史、溶血参数和家系调查证实），心脏瓣膜置换术后发生机械损伤性急性溶血。溶血性疾病合并非溶血性黄疸见于先天溶血病因合并体质性黄疸。另外部分患儿存在双重贫血因素，即遗传溶血因素合并铁、叶酸、维生素B~12~缺乏。少见双重溶血或双重贫血病例尚见于HSt/PNH、βTh/PNH、βTh/骨髓增殖性肿瘤（MPN）（JAK2+）、HS/系统性红斑狼疮、X连锁αTh/精神发育迟滞（ATR-X综合征）等。

讨论 {#s3}
====

本组三分之二病例为至少就诊3家医院仍诊断不明的外院转诊患者，其溶血初筛数据中绝大多数缺乏对红细胞形态的观察分析，而形态和血常规参数可以及早对溶血原因进行病种分类，以选择针对病因的特异试验，使患者尽早得到正确处理。例如，红细胞形态对膜病和血红蛋白病的提示、MCV对地贫的提示、红细胞平均血红蛋白浓度对HS的提示、MCV/MCH对HSt的提示等。忽视这些溶血初筛指标，无疑将影响溶血病因诊断进程。

针对溶血病因鉴别诊断问题，我们提出对遗传性溶血疾病系统分析策略，提倡同时对遗传性溶血的三大病因（血红蛋白病、红细胞膜病、红细胞酶病）进行检查，并排查继发、合并黄疸和贫血因素，尽量避免仅做单一病因检查时可能发生的漏诊，便于溶血疑难病例的鉴别诊断。例如，红细胞深染或球形变既见于HS，也见于AIHA、PKD、HSt、寄生物感染等，因此单一因素分析常不足以提供充分确诊依据。再如，溶血危象期骨髓细胞形态学可显示MDS样改变，如果不结合病史进行溶血系统分析，可能漏诊、误诊甚至因误治而致命[@b8]。复合型溶血是疑难溶血病例难以确诊的原因之一，本组病例中复合型溶血高达26%，对此必须经溶血系统分析才能明确病因，进而选择治疗方式。如G6PDD合并另一溶血因素时，鉴于中国人群大多数是血管内溶血为主的G6PDD Ⅱ型或Ⅲ型，因此需根据合并因素及溶血程度，慎重考虑是否选择脾切除术。

家系调查是溶血系统分析策略的重要组成部分，对双重溶血、对常染色体隐性遗传的红细胞酶病的诊断尤其重要，在基因分析中也需要家系样本进行验证。例如1例儿时诊断为HS的患者成年时复诊，EMA结合试验显示轻度低下，系统分析提示HS/PKD，家系的生化指标和该家系基因测序结果佐证诊断。在红细胞酶病合并血红蛋白病的诊断中，因红细胞膜表面积/体积比的性质相反的改变，使得溶血试验敏感性受干扰，需家系调查得以确诊[@b4]。重症红细胞酶病患者可表现红细胞膜病指标部分阳性，家系调查及基因分析有助于鉴别原发或继发性红细胞膜病。常染色体隐性遗传的酶病患者常因高网织红细胞、输血等因素，酶活力在正常值下限而疑诊，家系成员杂合子可表现明显酶缺陷，因此红细胞酶病诊断应尽可能行家系调查。

溶血系统分析中还应注意排查影响诊断实验敏感性的诸多因素。①近期输血和高网织红细胞计数，对红细胞膜病和酶病检测指标的干扰明显，通常建议输血3个月后复查。②婴儿红细胞特征与婴幼儿营养状态的影响必须考虑。婴儿红细胞具有体积大、异形多、氧化还原酶催化活力低等代谢特点，是分析红细胞膜病和酶病诊断实验结果时应考虑的因素[@b9]--[@b10]；婴儿期γ珠蛋白基因的启闭特点对地贫的诊断影响明显；营养不良特别是缺乏叶酸时对红细胞膜病诊断指标影响明显。故此期做溶血检测必须同时进行家系调查，患儿周岁后复查。③特异实验方法的局限性和实验条件选择。血样储存时间、温度、抗凝剂种类对红细胞酶病检测的影响、不同抗凝剂对红细胞渗透脆性试验的影响、以光吸收为基础原理的仪器分析的峰值饱和现象等，都是溶血试验结果分析中须排查的影响因素。即使先进的高通量二代基因测序也不能涵盖一些缺失突变、拷贝数变异。

因此，溶血病因系统分析不仅强调病因学上的鉴别诊断思路，也需要方法学上互补，如定性定量指标结合，生物化学、形态学及分子生物学方法相互印证，以期完善对遗传性溶血病因的诊断及鉴别诊断。
